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KISALTMALAR
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SICANLARDA ALT EKSTREMITE iSKEMIi-REPERFUZYON
MODELINDE SiLOSTAZOL VE RiVAROKSABAN KORUYUCU
ETKISININ KARSILASTIRILMASI

Tipta Uzmanhk Tezi
CEREN SAYARER
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
Kalp ve Damar Cerrahisi Anabilim Dah

OZET

Kalp ve damar cerrahisinde alt ekstremite iskemi-reperfiizyon hasart hem
sistemik hem lokal komplikasyonlari ile 6nemli bir mortalite ve morbidite sebebidir.
Ekstremite iligkili komplikasyonlarin biiyiik ¢ogunlugu mevcut periferik arter
hastalig1 olan hastalarda emboli veya tromboz zemininde gézlenmektedir. Silostazol
periferik arter hastaliginda yiirlime mesafesini arttirdigi kanitlanmis trombosit
agregasyonunu baskilayan ve ayni zamanda bir vazodilatr olan antiagregan ajandir.
Revaskularizasyon yapilmis periferik arter hastalarinda aspirin ile birlikte silostazol
kullaniminin ekstremite iliskili komplikasyonlar1 azalttii ve greft agik kalma oranini
arttirdig1 bilinmektedir. Rivaroksaban yeni nesil bir oral antikoagulandir ve periferik
arter hastaliginda revaskiilarizasyon sonrasi kullaniminin kardiyovaskiiler ve
ekstremite iliskili komplikasyonlar azalttig1 yapilan ¢alismalarla gdsterilmistir. Bu
calismada bu iki ajanin alt ekstremite iskemi-reperfiizyon modelinde koruyucu

etkilerini arastirdik.

28 adet wistar albino disi rat, sham grubu (herhangi bir islem yapilmayan),
kontrol grubu (iskemi-reperflizyon grubu), rivaroksaban grubu (10 giin siireyle
3mg/kg), silostazol grubu (10 giin siireyle 10mg/kg) olmak tizere dort gruba
ayrildi(n:7). Onuncu giiniin sonunda sol arka bacak turnike yontemi ile bir saat
iskemi yaratildiktan sonra iki saat reperfiizyon yapildi. Deney prosediiriiniin sonunda
kan ve doku ornekleri alinip hayvanlar sakrifiye edildi. Kan ve doku 6rneklerinde
ELISA yontemi ile 8-OHdg, HPLC yontemi ile MDA, GSH, GSSG marker diizeyleri

incelendi.



Sham ve kontrol(I/R) grubu arasinda hem doku hem serumda ¢aligilan tiim
marker diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli fark saptandi. Bu bulgu basarili I/R
modeli olusturuldugunu gosterdi. Gruplarin ikili karsilastirmalarinda silostazol ve
rivaroksabanin I/R hasarina kars1 koruyucu etkilerinin oldugu goriildii.
Rivaroksabanin 6zellikle iskelet kas1 korumada silostazole gore daha iistiin oldugu

goriildil.

Anahtar Kelimeler: iskemi/reperfiizyon hasari, oksidatif stres, deneysel ¢alisma,

8-OHdg, periferik arter hastaligi

COMPARING THE PROTECTIVE EFFECTS OF CILOSTAZOL AND
RIVAROXABAN ON RAT LIMB MUSCLE ISCHEMIA REPERFUSION
MODEL

ABSTRACT

In cardiovascular surgery, lower extremity ischemia-reperfusion injury is an
important cause of mortality and morbidity with both systemic and local
complications. The majority of extremity-related complications are observed in
patients with existing peripheral artery disease, on the basis of embolism or
thrombosis. Cilostazol is an antiaggregant agent that has proven to increase walking
distance in peripheral arterial disease, suppresses platelet aggregation and is also a
vasodilator. It is known that the use of cilostazol together with aspirin reduces
extremity-related complications and increases the rate of graft patency in peripheral
artery patients who have undergone revascularization. Rivaroxaban is a new
generation oral anticoagulant and it is known with new studies that its use after
revascularization in peripheral arterial disease reduces cardiovascular and extremity-
related complications. Therefore, in this study, we investigated the protective effects

of these two agents in the lower extremity ischemia-reperfusion model.

28 Wistar albino female rats were divided into four groups as sham group (no

procedure was performed), control group (ischemia-reperfusion group), rivaroxaban
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group (3mg/kg for 10 days), cilostazol group (10mg/kg for 10 days).(n:7) At the end
of the tenth day, after one hour of ischemia was created with the left hind leg
tourniquet method, reperfusion was performed for two hours. At the end of the
experimental procedure, blood and tissue samples were taken and the animals were
sacrificed. In blood and tissue samples, 8-OHdg marker levels were analyzed by
ELISA method, and MDA, GSH, GSSG marker levels were analyzed by HPLC
method.

A statistically significant difference was found between the sham and control
(I/R) groups in all marker levels studied in both tissue and serum. This finding
indicated that successful I/R modeling was created. In pairwise comparisons of the
groups, it was observed that cilostazol and rivaroxaban had protective effects against
I/R injury. It was observed that rivaroxaban was superior to cilostazol especially in

skeletal muscle protection.

Key Words: 8-OHdg, oxidative stress, peripheral artery disease, experimental study,

ischemia-reperfusion injury



1.GIRIS-AMAC

Iskemi reperfiizyon(I/R) hasar1 belirli bir siire iskemik kalan bir dokunun
reperfiize olmasindan sonra c¢esitli mekanizmalar sonucu akut inflamasyonundan
kaynaklanir. I/R hasari, birgok klinik durumda karsimiza ¢ikabilmektedir. Yogun
inflamatuar yanit, iskemik ve reperfiizyon dénemlerinde meydana gelen fizyolojik,
biyokimyasal ve immiinolojik degisiklikler nedeniyle lokal ve sistemik etkilere
sahiptir. I/R'nin hiicresel hasarinin sekeli, organ veya uzuv islevinin kaybina ve hatta
6lime yol agabilir.

Periferik arter hastaligi kiiresel olarak 200 milyondan fazla insan etkileyen bir
hastaliktir(1). Onleyici antiplatelet tedaviye ragmen periferik arter hastalig1 olan
hastalar hem sistemik hem ekstremite alakal1 aterosklerotik komplikasyonlar agisindan
risk altindadir(2). Akut embolik ve trombotik okliizyon periferik arter hastalig1 olan
hastalarda normal poplilasyona gore daha siklikla goriilmekte olup bu
komplikasyonlarin tedavisi iskemik ekstremitenin reperfiizyonuna ve iskemik hasarin
advers sonuglarini en aza indirgemeye odaklanir.

Tromboz ve emboli akut bacak iskemisinin baslica sebepleridir. Bunun
yaninda abdominal aort cerrahisi, travma, ekstremitenin cerrahi revaskiilarizasyonu,
turnike gerektiren cesitli ortopedik prosediirler gibi birgok sebep de ekstremitenin
iskemi reperfiizyon hasarina yol agabilir. iskemi reperfiizyon hasar1 vaskiiler cerrahide
cok yaygin olarak goriilen bir komplikasyon olup iskelet kasmnin akut iskemi
reperfiizyon hasar1 6nemli bir mortalite ve morbidite sebebidir(3). Giinliik pratikte
hasta bir arteriyel sistemin perfiize ettigi doku, revaskiilarizasyon cerrahisi sirasinda
degisen siirelerle iskemiye maruz kalmaktadir. Bu dokunun I/R sirasinda salinan
toksik oksidatif {irtinler ve inflamatuar mediatdrler hem lokal hem sistemik organ
hasar1 yaratabilir. Ekstremitenin predominant dokusu iskelet kas1 olup iskemiye kars1
en savunmasiz olan doku da iskelet kas1 dokusudur. Iskelet kasinin iskemi reperfiizyon
hasarinin sonucunu etkileyen bir¢ok faktdr vardir ve hasta morbidite ve mortalitesini
en aza indirmek i¢in klinisyenlerin I/R hasarini anlamalar1 6nemlidir. Bu nedenle
trombozun indiikledigi iskemi dncesi profilaktik tedavi kullanimi1 6nem tasimaktadir.

Tromboflaksi olarak antiagregan ve antikoagulan ajanlar kullanilabilir(4).

Antiagregan ajanlarin platelet adezyonu ve agregasyonunu oOnlemenin yaninda
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vaskiiler diiz kas hiicrelerini modiile ettigi ve apopitozu indiikledigi ©nceki
caligmalarda gosterilmistir(5). Antiagregan ajanlarin antioksidan etkileri de
caligmalarla tanimlanmistir(6). Benzer olarak antitrombotik ajanlar da yeni trombiis
olusumunu 6nlemenin yani sira biiyiime faktorii regiilasyonu ve hiicre adhezyonunu
Onleme gibi seliiler etkileri ve antioksidatif etkileri mevcuttur(7).

Rivaroksaban faktor Xa inhibisyonu yapan bir oral antikoagulandir. Ek olarak
rivaroksaban pro-inflamutuar proteaz aktivasyon reseptor inhibisyonuyla direkt
antiinflamatuar 6zelliklere de sahiptir. Yeni yapilan ¢aligmalarla endovaskiiler veya
cerrahi olarak revaskiilarizasyon yapilan periferik arter hastalarinda kardiyovaskiiler
ve ekstremite iligkili iskemik komplikasyonlar1 azaltmak amaciyla diisik doz
rivaroksaban  kullanimin1  giindeme  gelmektedir(8). Ayrica rivaroksabanin
myokardiyal iskemi reperflizyon hasar1 sonrasi1 sekonder kardiyovaskiiler olaylar
azalltig1 yoniinde deneysel ¢aligmalar mevcuttur(9).

Silostazol uluslararasi kilavuzlarda periferik arter hastaliginda ilk tedavi
tercihleri arasinda bulunmaktadir(10). Silostazol platelet, arteriyel ve bronsiolar diiz
kas hiicrelerindeki fosfodiesteraz III aktivitesini inhibe ederek intraseliiler siklik
adenozin monofosfat(cAMP) diizeyini yiikseltir. Yiikselmis intraseliiler cAMP diizeyi
thromboksan A2 {iretimini inhibe ederek platelet agregasyonunu inhibe eder. Diiz kas
hiicrelerinden kalsiyum ve kontraktil protein salinimini inhibe ederek vazodilatasyon
etkisi yaratir. Silostazolun rat modelinde femoral arter ligasyonu ile indiiklenmis
periferik arter hastaliginda yiirime bozuklugunun diizeltilmesi lizerine etkisi deneysel
olarak gosterilmistir(11). Ayrica silostazolun iskemi reperfiizyona bagli uzak organ
hasarin1 azalttigina, yine iskemi sonrast noroprotektif ve renoprotektif etkileri
olduguna dair caligmalar mevcuttur(6). Endovaskiiler veya cerrahi yontemle
revaskiilarizasyon saglanmig periferik arter hastalarinda silostazol kullaniminin
amputasyonsuz sag kalim ve uzuv kurtarma oranlarinda artig, arteriyel restenoz
oranlarinda azalma goriilmiistlir(12)(13). Ek olarak silostazol alan hastalarda yeniden

girisim oranlarinin diistiigii gosterilmistir(12).

Bu ¢alisma modelinde periferik arter hastaliginda giinliik pratikte sik kullanilan
silostazoliin ve kullanim endikasyonlar1 yeni yapilan ¢aligmalarla giinden giine artan

rivaroksabanin iskelet kasi iskemi reperfiizyon hasar1 iizerine olan etkilerinin
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karsgilastirilmasini  amagladik. Bunun i¢in de iskemi reperfiizyonda meydana
gelebilecek degisikleri yansitabilen; oksidatif stres belirtegleri ve antioksidan savunma
diizeyi, iskelet kas1 hasarin1 gosterecek markerlar segilmistir. Oksidatif hasar diizeyini
gosterme amagli oksidatif strese bagli lipid peroksidasyon belirteci olan
malondialdehit (MDA), hem serum hem dokuda c¢alisilmistir(14). Antioksidan
savunmanin degerlendirilmesi i¢in viicudun birincil antioksidan savunmasini
olusturan rediikte (GSH) ve okside (GSSG) glutatyon markerlar1 kullanilmistir(15).
Bunun disinda dna baz hasari belirteci olarak 8-hidroksi-2 deoksiguanozin (8-OHdg)

dokuda ve serumda caligilmistir(16).

2.GENEL BIiLGILER

2.1. Iskemi - Reperfiizyon

Iskemi reperfiizyon hasari klinisyenlerin kalici hiicre hasarim engellemek ve
organ fonksiyonlarini idame ettirmek i¢in anlamasi gereken 6nemli bir durumdur.
Akut bacak iskemisi ile bagvurup basarili revaskularizasyon sonrast devam eden alt
ekstremite nekrozu 1950lerde ilk iskemi reperfiizyon hasari ile ilgili raporlara sebep
olmustur(17). Bu ilk raporlar1 takiben kardiyak cerrahi geciren eriskin hastalarda da bu
fenomenin mortalite sebebi olabileceginden siiphelenilmis ve ¢esitli kanin kardiyak
I/R modelleri olugturulmustur(18). O zamandan bu yana I/R hasar1 kardiyak, vaskiiler,
transplant, rekonstriiktif cerrahilerin yani sira travmatik hasar ve kalp yetmezliginde
de gozlenmistir. I/R hasarmin klinik belirtileri iskemik hasar ve reperfiizyon hasarinin
dogurdugu biyokimyasal sapmalarin direkt bir sonucu olarak ortaya ¢ikar.

2.1.1. Patofizyoloji

2.1.1.1. iskemik Hasar
I/R hasarinin iskemik fazi, doku hipoksi ya da anoksisi ve mikrosirkiilasyonun
stazi ile baslar (Sekil 1). Iskemik hasarin etkisi, iskemik kalan zamanla ve etkilenen

dokunun bazal metabolik ihtiyaciyla degisiklik gosterir. Ornegin jejenumda iskemik



hasar sadece 30 dakikada ortaya c¢ikarken insan iskelet kas dokusu 2 saate kadar
iskemik zamani tolere edebilir.

Doku iskemisi oksijen (O2) sunumunu azaltir ve mitokondride efektif adenozin
trifosfat (ATP) tiretilemeyeceginden hiicresel solunumun aerobik mekanizmalarinin
anaerobik mekanizmalara dogru kaymasina sebep olur. ATP iiretimi hiicrenin
metabolik ithtiyacini karsilayamaz ve bunun sonucu olarak laktik asit seviyesi ve hiicre
ici pH yiikselir. Hiicre i¢i asidoz glikolizi inhibe eder ve pH’1 normal degerine
getirmek i¢in Na*/H* kanallarin1 aktive eder. Mevcut ATP eksikligi sebebiyle Na*/K*-
ATPase Na*’u hiicre digina yeterince pompalayamaz. Yiiksek hiicre i¢i Na*, Na*/Ca*
kanalini inhibe ederek yiiksek hiicre i¢i Ca*? seviyelerine sebep olur. Bunun sonucu
olarak fosfolipaz A2 gibi indirgeyici enzimler ve calpainler gibi proteazlar aktive olur.
Uzamis iskemi hiicre membran hasarina ve nekrotik hiicre 6liimiine yol agar(19).

Iskemi sirasinda meydana gelen bu degisiklikler miyositlerin endojen
antioksidan mekanizmalarini inhibe eder. Reaktif oksijen iiriinlerinin (ROS) {iretimine
ve akiimiilasyonuna da katkida bulunur. Yiiksek hiicre i¢i Ca ve yiiksek pHin mevcut
oldugu ortamda mitokondriyal ROS konsantrasyonundaki artma nekrotik hiicre
Olimiiniin  6nemli bir komponenti olan ‘mitokondriyal membran permeabilite
transition pore’ (MPTP) hazirlanmasina katkida bulunur. Iskemi sirasindaki diisiik
hiicre i¢i ph MPTPnin agilmasini 6nlerken reperfiizyon sirasinda normale donen ph
MPTPnin agilmasina sebep olur. MPTPnin agilmasi nekrotik hiicre 6liimiiniin 6nemli
bir tetikleyicisidir. Doku hasarmin derecesinin esas belirleyicisinin iskemi fazindaki
ROS birikim derecesi ve dolayli olarak MPTP diizeyinin oldugunu gosteren yayinlar
mevcuttur(20).

Doku hipoksisi hipoksi-adaptif yolaklarin aktivasyonu ile notrofil ve
makrofajlarin interstisyuma dogru hareketine sebep olur. Aktive nétrofiller glutamat
ve adenin niikleotidleri gibi vaskiiler endotelial ylizeyde adenozin iiretimini tetikleyen
molekiiller mediatorler salgilar. Aktive I0kositler ayrica Onemli proinflamatuar
sonuclar yaratirlar. Notrofiller endotelial permeabiliteyi ve sitoskeletal diizenlemeyi
arttiran solubl faktorler salgilar(21). Aktive makrofajlardan salinan tiimor nekroz

faktor- a(TNF-a)), NF-xB gibi molekiiller proapopitotik ajan olarak rol alirlar(22).
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Kaynak: Rutherford's Vascular Surgery and Endovascular Therapy

2.1.1.2. Reperfiizyon

Iskemik kalan doku yatagina kan akismin tekrar saglanmasi ile kompleks

seliiler ve sistemik yanit baslar. (Sekil 2) Bu yanit iskemik fazdaki hasar1 amplifiye

edecek bir doku hasar1 yaratabilir. Bu sebeple reperfiizyon hasarin1 6nlemek veya

azaltmak amaciyla bir¢cok ¢alisma bu mekanizmaya odaklanmistir.

Artmis ROS iiretimi, hiicre i¢i kalsiyum yiiklenmesi ve hiicre i¢i ph’in normale

donmesi ile reperfiizyon hasarinin hiicre i¢i degisiklikleri baslar. Reperflizyona bagh

doku kaybinin primer belirteci mitokondrial hasardir(23). ROS iiretimi sonucu

mitokondriada apopitotik ve nekrotik hiicre 6liim yolaklar1 aktive olur, mitokondrial

membran permeabilitesi artar ve sitokorom c gibi proapopitotik protein salinimi baslar.

Mitokondrial membrandan sitokrom ¢ nin kaybi aerobik hiicre solunumunda azalmaya

ve ROS diizeyinin artigina sebep olarak apopitozu arttirir.



TNF reseptor yolagi ve niiklear faktor kappa B (NF-kB) proinflamator yolak
gibi hiicre 6liim yolaklar1 aktiflestiginde bazi protein ve protein pargaciklarinin hiicre
disina salintmina sebep olur ve bu bir inflamatuar yanit olusumuna sebep olur.
Programlanmus hiicre 6liimii ile apopitoz hizlanir.

Kompleman kaskadinin aktivasyonu da I/R hasarinda rol oynar. Reperflizyon
esnasinda hiicre yiizeyinde olusan lipid ve proteinler oksidatif modifikasyonlar1
antikor iligkili kompleman aktivasyonuna sebep olur. C3b ve C5b molekiillerinin
hiicre yiizeyinde kolonizasyonu hiicre hasarini ve nekrozunu arttirir.

I/R’nun mitokondrial komplekse verdigi hasar sonucu hiicrede serbest
radikallere kars1 temel savunma hatt1 olan superoksid dismutaz, katalaz ve glutatyon
peroksidaz iglevini kaybeder ve oldukca fazla serbest oksijen radikali olusur. (O2 ve
H202). Serbest oksijen radikalleri hiicresel lipid, protein ve niikleik asit hasar1

meydana getirir(23).
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2.1.2.I/R Klinik Bulgular

I/R’un klinik bulgular etkilenen doku yataginin ¢esidine, miktarina ve

reperfiize edilebilirligine gore degiskenlik gostermektedir.

2.1.2.1.Alt ekstremite kompartman sendromu

Kompartman sendromu akut bacak iskeminde revaskiilarizasyon sonrasi
goriilen onemli bir komplikasyondur. Iskemi reperfiizyon hasarina ugrayan kas
dokusu siser ve fasyal kompartmanda sikisarak intrakompartman basinci hasara
ugramis dokunun perfiize olmasini engeller. Tedavi edilmezse ekstremite tekrar
iskemik hale gelerek basarili revaskiilarizasyona ragmen kaybedilebilir. Cesitli
caligmalarda kompartman sendromu i¢in yiiksek insidans oranlar1 verilmistir (%25-
30)(24).

Akut kompartman sendromu arteriyel giris akiminin ya da venoz ¢ikis
akiminin etkilendigi bir¢ok klinik durumda klinisyenlerin karsisina ¢ikabilir. Yakin
zamanda yapilan retrospektif ¢calismalarda akut bacak iskemisinin en sik arteriyel
embolizm(% 39.5) ya da tromboz (%50.2) sonucu ortaya ¢iktigin1 géstermis olup bu
hasta grubunun I/R hasarinin goriilme riskinin oldugu hastalar oldugu tespit
edilmistir(25). Arteriyel bypass yapilan hastalarda greft trombozu sik goriilen akut
bacak iskemisi sebebidir. Bunun disinda vaskiiler travma, crush yaralanma, iliak
arterlere uzanan akut disseksiyon gibi klinik durumlarda da kompartman sendromu
ile karsilasilabilir. Uzuv igin iskelet kasi, en diisiik kritik iskemik siireye sahip
oldugu icin I/R hasar1 agisindan en yliksek risk altinda olan dokudur(26). Kas,
ekstremitedeki birincil doku kiitlesini temsil ettiginden, kas hasari, ekstremite
reperfiizyon sendromunun en kritik komponentidir. Dokularin iskemiye karsi
toleransi kollateral akimin miktari ile de dogrudan iliskilidir. Genel olarak kritik
iskemi stireleri iskelet kast i¢in 4 saat, sinir i¢in 8 saat, yag dokusu i¢in 13 saat, deri

icin 24 saat, kemik i¢in 4 gilin olarak tespit edilmistir(26). (Tablo 1)
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Tablo 1: Kritik Iskemi Siireleri

Kritik Doku Iskemi Siireleri

DOKU SURE
Kas 4 saat
Sinir 8 saat
Yag 13 saat
Deri 24 saat
Kemik 4 glin

Kaynak: The pathophysiology of skeletal muscle ischemia and the reperfusion syndrome:

a review Blaisdell F(2002) 620-630

Ekstremite iskemisini takip eden reperfiizyon sendromunun iki bileseni vardir.
Reperfiizyonu takip eden lokal yanit, doku hasarimi siddetlendirme potansiyeli olan
ekstremite 6demi ve ¢oklu organ yetmezligi ve oliimle sonuglanan sistemik yanittan
olusur. Calismalar 3 saatlik iskemi sonrasi iskelet kasinda geri doniisiimstiz hiicre
hasarinin bagladig1 ve 6 saatlik iskemide hiicre nekrozunun olustugunu gostermistir.

Turnike iskemisi ya da ekstremite reimplantasyonu gibi kas dokusu hasarinin
uniform oldugu durumlarda inflamatuar yanit oran1 goreceli olarak daha diisiiktiir.
Reperfiizyonun daha siklikla goriildiigii trombotik ve embolik durumlarda kollateral
kan akis1 sebebiyle iskemi ve doku hasar1 degisken olacagindan inflamatuar yanit
yiiksek olacaktir.

Kompartman sendromunun goriildiigii vakalarda ama¢ mikrosirkiilasyonun
basing sebebiyle okliizyona ugramasini engellemek ya da antikoagulan tedavi ile
mikrovaskiiler yatagin daha ileri trombozunu engellemektir.

2.1.2.2. Sistemik komplikasyonlar

Iskemik hasar fazinda iskelet kasindaki hiicre 6liimii sebebiyle miyoglobin,
iirat, potasyum ve fosfatin sistemik sirkiilasyona salinimi gerceklesir(rabdomyoliz).

Hiicredeki anaerobik solunum periyodu ile hiicre i¢i laktat seviyesindeki artis serumda
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laktik asidemiye sebep olur. Buna ek olarak hiicre dis1 alandan kalsiyum, sodyum ve
stv1 iskelet kas hiicresine ¢ekilir ve intravaskiiler voliim deplesyonu ve hiicresel 6dem
ortaya cikar.

Reperfiizyon fazinda hasarli hiicreler aerobik solunuma gecer. Reperfiizyon
hasar1 fazinin ay1rt edici 6zelligi, giiclii oksitleyici ve indirgeyici ajanlar olarak hareket
eden, lipid peroksidasyonu ile hiicresel membran biitiinliigline zarar veren ve
mitokondriyal hasar yoluyla apopitotik ve hiicresel nekroz yolaklarinin baglamasiyla
serbest radikallerin olusumundaki artistir(3). Inflamatuar sitokin iiretimi ve laktat
dehidrogenaz, aspartat aminotransferaz, alanin transaminaz ve kreatinin fosfokinaz,
miyoglobulin(Mb) salimimi gerceklesir ve inflamatuar siire¢ baslar. Rabdomyoliz
sonucu miyoglobulinin myositlerden salinimi ile Mb nin distal tiibiiler okliizyonu
sonucu akut bobrek yetmezligi gelisir. Bunun yani sira tasiaritmi, miyokardiyal
depresyon, hemodinamik kollaps gibi sistemik komplikasyonlarin sebebi sistemik

dolasima salinan bu proinflamutar mediatorlerdir.

Akut bacak iskemisi ve komplikasyonlariyla ilgili giincel epidemiyolojik
calismalar bulunmamaktadir. Isvec ve Birlesik Krallik'tan elde edilen tarihsel veriler,
akut bacak iskemisi ile basvuran bireylerin biiylik ¢cogunlugunun 80 yasin iizerinde
oldugu, 100.000 kisi basma 3 ila 14'liik bir insidans belirtmektedir(27). Akut bacak
iskemi tedavisinin en biiylik ¢agdas epidemiyolojik analizi National Hospital
Discharge Survey (NHDS, ABD) kullanmistir(25). Bu ¢alismada 1988'den 1997'ye
kadar akut arteriyel emboli veya alt ekstremite trombozu ile 1 092 811 hasta yatisi
olmustur; bu, 1998'den 2007'ye 670 704'e diismiistiir, bu da arteriyel embolizasyon
veya tromboz insidansinda 1988'den 1997'ye 100.000 kisi basina 42.4'ten 1998'den
2007'ye 100.000 kisi basina 23.3'e bir diisiis anlamina gelmistir. Hastane i¢i mortalite
de %38.3’ten 6.3’e diismiistiir.

1998 ve 2009 yillar1 arasinda ABD'nin Medicare popiilasyonunda akut bacak
iskemisi tedavisine iliskin bagka bir epidemiyolojik ¢calismada, akut bacak iskemisi ile
ilgili hastaneye yatislarin insidanst 100.000 kisi yili basma 45.7'den 26,0'a
diigmiistiir(28). Hastane i¢i mortalite oranm1i %12’den %9’a, ampiitasyon orani
%8.1’den %6.4’e diigmiistiir. Bir yillik ampiitasyon orani %14.8 den %]11’e

diismiistiir.
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Swedvasc kayitlarinda, nativ arter akut bacak iskemisi i¢in revaskiilarizasyon
uygulanan 16 229 hastadan olusan bir ¢aligsmada, ekstremite iskemisinin nedeni %44
embolik, %53 trombotik ve %3 popliteal arter anevrizmasina sekonder olarak
saptanmistir(29). Cogu embolik olay kardiyak disritmiye (%80 atriyal fibrilasyon,
%20 ventrikiiler trombiis) baglanmistir. Trombotik hadiselerin ¢ogunlugunda altta
yatan bir periferik arter hastalifi mevcuttur. Bu bulgular 1s18inda AF durumunda
kullanilan rivaroksaban ve periferik arter hastaligi palyasyonunda kullanilan silostazol

molekiillerini bu ¢alisma i¢in sectik.

3.BiYOKIMYASAL BELIRTECLER

3.1. 8-hidroksi-2 deoksiguanozin (8-OHdg)

Oksidatif stres ile serbest oksijen radikalleri ve antioksidan savunma hatti
araasinda bir dengesizlik olusur ve lipid protein ve DNA hasar1 baslar. Guanozin Dna
nukleobazlar1 arasinda en fazla oksidize olan molekiildiir(16). Bu sebeple oksidatif
stres sonucu DNA baz hasar1 tespitinde 8-OHdg markerinin kullanimi {izerinde
literatiirde bircok calisma mevcuttur(16). 8-OHdg, oksidatif DNA baz hasarinin bir
triiniidiir ve total sistemik oksidatif stresin bir belirteci olarak genis capta
taninmaktadir. DNA'nin oksidatif hasari sirasinda baz ve seker modifikasyon tirtinleri,
kovalent ¢apraz baglar, tek ve ¢ift sarmalli kopmalar gibi ¢ok ¢esitli DNA {iriinleri
tiretilir. Ancak bu iirlinler arasinda en ¢ok ilgi niikleobaz modifikasyonlarma ve
ozellikle 8-OHdg’ye odaklanmistir. Temel biyomolekiillere (proteinler, zar lipidleri ve
DNA) zarar veren en dnemli serbest oksijen radikali, hidroksil radikalidir (OH).
Hidroksil radikali, 6zellikle hidrojen peroksitin ve metallerin ve diger endojen ve
ekzojen serbest oksijen radikallerinin Fenton reaksiyonu gibi ¢esitli mekanizmalarla
tiretilebilir. Hidroksil, hiicresel ve mitokondriyal DNA'ya bitisik iiretildiginde DNA
zincirlerine saldirir ve bu da ¢esitli oksidasyon iirlinlerinin olusumuna yol agcan DNA
bazlarina yeni radikallerin eklenmesine neden olur(30). Guanin baz1 en diisiik
iyonlagsma potansiyeline sahip oldugundan, bu niikleobaz en kolay oksitlenendir(31).

Hidroksilin DNA sarmalinin niikleobazlari, 6rnegin guanin ile etkilesimi, C8-
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hidroksiguanin (8-OHGua) veya bunun niikleosit formu olan deoksiguanozin (8-
hidroksi-2'-deoksiguanozin) olusumuna yol acar. Baslangicta hidroksil ilavesinin
reaksiyonu, radikal eklentilerin olusumuna yol agar, ardindan bir elektron eksilmesi
ile 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OHdg) olusur(32). Oksidatif olarak tiretilen DNA
tiriinleri, oksidatif stresin yoklugunda diisiik seviyelerde bulunabilirken, artan
konsantrasyonlar patolojik bir durumu gosterebilir veya tahmin edebilir. 8-OHdg,
insanlarda bulunan en bol oksidatif DNA onarim tiriiniidiir. Artan 8-OHdg seviyeleri
karsinogenez ile iligkilendirilmistir, ancak kardiyovaskiiler hastalik gibi diger
patolojik durumlarla da iliskilendirilebilir(32)(33).

8-OHdg konsantrasyonu, kan, idrar, beyin omurilik sivisi, tiikiiriik, 16kositler
ve dokular dahil olmak iizere farkli Orneklerde belirlenebilir. 8-OHdg
konsantrasyonlarini 6l¢mek i¢in enzim baglantili immiinosorbent tahlili (ELISA), gaz
kromatografisi-kiitle spektrometrisi (GC-MS), elektrokimyasal algilamali yiiksek
performanslt sivi kromatografisi (HPLC-ECD) ve tandem kiitle spektrometrisi (LC-
MS/MS) ile s1vi kromatografisi gibi yontemler kullanilabilir. Calismamizda 8-OHdg

plazma ve doku konsantrasyonlarini 6l¢gmek i¢in ELISA metodunu tercih ettik.

3.2. Malondialdehit (MDA)

Iskemi reperfiizyon hasar1 sonrasinda oksidatif stres sonucu lipid
peroksidasyonu gelisir. Lipid oksidasyonu bir dizi ikincil iiriine yol agar. Bu iiriinler
esas olarak oksidatif hasar1 siddetlendirme yetenegine sahip aldehitlerdir(34). Uzun
Omiir ve yiiksek reaktivite, bu molekiillerin hiicrelerin i¢inde ve disinda hareket
etmesine, niikleik asitler ve proteinler gibi biyomolekiillerle etkilesime girmesine ve
genellikle hiicre islevselliginde yer alan hassas mekanizmalara geri donilislimsiiz
sekilde zarar vermesine sebep olur. Lipid peroksidayonunun en iyi arastirilmis
molekiilii malondialdehittir. MDA, poliansatiire yag asitlerinin iki veya daha fazla
metilen kesintili ¢ift bag ile peroksidasyonu sonucu olusur(14).

MDA lipid peroksidasyonu ile olugsmasinin yani sira fizyolojik metabolizmalar
tarafindan da {retilebilir, DNA-protein crosslink aktivitesi nedeniyle oldukca

mutajenik bir lirlindiir. Bu nedenle MDA, basit bir belirtecten ziyade yiiksek mutasyon
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riskinin agik bir alarmidir(35). Lipoproteinler {izerindeki MDA etkisi aterogenez ile
iligkilendirilmistir ve aynm1 zamanda kollajene karsi reaktivitesi kardiyovaskiiler
dokunun sertlesmesinden de sorumludur(36)(37). MDA'y1 belirlemeye yonelik ¢cogu
tahlil, tiyobarbitiirik asit (TBA) ile tiirevlendirilmesi temelinde gelistirilmistir. Bu iki
molekiiliin etkilesimi, bir spektrofotometre ile kolayca degerlendirilebilen bir additif
bilesen olusturur.

Cesitli hastaliklardan etkilenen deneklerden alinan biyolojik numunelerdeki
MDA seviyelerinin 6l¢iimii yaygin olarak kullanilmaktadir. Lipid peroksidasyonu ve
kanser etyolojisi arasindaki baglanti birgok ¢alismada vurgulanmistir(38)(39).
Diabetes Mellitus tanili hastalarda da nefropati, noropati ve retinopati gelisimi ile
MDA diizeyleri arasindaki korelasyon dikkati c¢ekmistir(40). Kalp yetmezligi,
ateroskleroz gibi kardiyovaskiiler hastaliklar ayrica serbest radikal aracili

mekanizmalar ve lipid peroksidasyonu ile de iligkilendirilmistir(34).

3.3. Okside ve rediikte glutatyon

Glutatyon (GSH) tiim hiicrelerde bulunan oksidatif hasara kars1 6nemli bir rol
tasiyan bir molekiildiir(15). Hiicrede temel olarak rediikte halde bulunur, oksidatif
kosullarda 2 GSH molekiilii okside olarak glutatyon disiilfidi (GSSG) olusturur(15).
Rediikte glutatyon (GSH), ana hiicre i¢i protein olmayan tiyol bilesigidir ve hiicrelerin
ve doku yapilarinin oksidatif hasardan korunmasinda 6nemli bir rol oynar. Sistein,
glutamik asit ve glisinden olusan bir tripeptittir. GSH basta karaciger olmak {izere tiim
organlarda bulunur. GSH, hidrojen peroksit, diger peroksitler, serbest radikaller ve
cesitli elektrofillere kars1 detoksifikasyon yetenegine sahiptir(41). GSH'in antioksidan
islevi, oncelikle hiicrelerin serbest oksiken radikallerine kars1 gelistirdigi enzimatik
yolaklardaki roliinden kaynaklanmaktadir. En 6nemli yol, glutatyon peroksidaz (GPx)
ve glutatyon rediiktaz1 igerir. GPx, siiperoksit anyonunun veya organik
hidroperoksitlerin dismutasyonu yoluyla siiperoksit dismutaz (SOD) tarafindan
tiretilen hidrojen peroksitin indirgenmesini katalize eder(42). GSH ve GSH'a bagiml
enzimler, ROS'u temizlemek ve/veya toksik oksitleyici etkilerini notralize etmek i¢in
is birligi icinde hareket eder. Diisiik GSH, yiiksek GSSG diizeyleri veya diisiik
GSH/GSSG orani artmis oksidatif stres lehine yorumlanir ve birgok ¢alismada cesitli
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hastaliklarin ve toksisite durumunun patofizyolojisi ile iliskilendirilmigtir(43).
GSH/GSSG orani 6l¢iimii i¢in bir¢ok method vardir ancak High-performance liquid
chromatography (HPLC) metodu glutatyon 6l¢iimii i¢in en sensitif ve selektif method
olarak literatiire ge¢mistir(44). Biz de calismamizda bu 6l¢iim i¢in HPLC methodunu

tercih ettik.

4.GEREC VE YONTEM

Calismamiza Dokuz Eyliil Universitesi Multidisiplin Laboratuvar1 Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulundan 12/2021 protokol numarasi ile izin alimmustir.
Deneyde Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Multidisiplin Deney Hayvanlari
Laboratuvarinda iretilen 28 adet agirliklar1 200-250 gr arasinda degisen albino disi
ratlar kullanilmistir. Deneyin o6rneklem sayist G*Power uygulamasi kullanilarak
belirlenmistir. Rat modeli kullanilmasimin amaci Dokuz Eyliil Universitesi
Multidisiplin Deney Hayvanlar1 laboratuvarindan temin edilebilme, giivenilirlik ve
deneyin tekrar edilebilme oraninin yiiksek olmasidir.12 saatlik aydinlik-karanlik
siklusu gozetilerek biyolojik ritm korunan ratlarda, standart iklimlendirme saglanmus,
standart dogal yemleme (pelet yem)-"Ad Libitum yapilmis ve standart rat kafeslerinde
barindirilmigtir. Caligma ayni laboratuvar sartlarinda yapilmistir. Ratlar dort gruba

ayrilmustir.

Deney grubu 1 (sham grubu): Herhangi bir tedavi verilmeyen ve islem yapilmayan
grup.
Deney grubu 2(kontrol grubu): Herhangi bir tedavi verilmeyen ve iskemi reperfiizyon
hasar1 yaratilan grup
Deney grubu 3: 10 giin siire oral gavaj yontemi ile 3mg/kg/giin rivaroksaban tedavisi
aldiktan sonra arka Dbacak iskemi reperflizyon hasar1 yaratilan grup.
Deney grubu 4: 10 giin siire oral gavaj yontemi ile 10mg/kg/giin silostazol tedavisi
aldiktan sonra arka bacak iskemi reperfiizyon hasari yaratilan grup.

Rivaroksaban ve silostazol tedavisinin uygulama dozlarina, daha dnce benzer

hayvan kullanilan proje literatiirleri incelenerek karar verilmistir. Ilaglar 1mg/ml

16



olacak sekilde distile su i¢inde diliie edilmistir. Ratlara her giin ayni saatte oral gavaj

yontemi ile ilaglar verilmistir.

4.1.Deney Prosediirii

10 giin ilag tedavisiyle izlenen ratlara 50 mg/kg ketamin ve 10 mg/kg ksilazin
dozundan uygulanarak anestezi ve analjezi saglandiktan sonra sol arka bacak tras ve
dezenfeksiyonu yapilmistir. Sol bacak kalca eklemi hizasinda lastik bant ile turnike
uygulanmustir. 1 saatlik iskemi saglanmistir. Iskemi metodu vaskiiler el doppler
ultrasonu (maquet) kullanilarak dogrulanmistir. Turnike yoOntemi, rat arka bacak
kollateral dolagiminin gii¢lii olmasindan dolay1 sadece femoral arter ligasyonunun alt
ekstremite iskemisi yaratma konusunda yetersiz kaldigina dair yayimnlar olmasindan
dolay1 secilmistir(45). 1 saatin sonunda turnike ag¢ilmis, hayvanlarin anesteziden
cikmasi saglanmis ve 2 saatlik reperfiizyon siiresi verilmistir. 2 saatin sonunda 6rnek
almak amaci ile hayvanlar sakrifiye edilmistir.

Kan oOrnekleri intrakardiyak alinmistir. Doku o6rnekleri alimip 100 ml %0,9
NaCl ile yikanmistir. Doku ve kan Ornekleri soguk uygulamaya alinip biyokimya
laboratuvarina gotiiriilmiistiir. Dokular ependorf tiiplerinde daha sonra fikse edilmek
tizere -80 derecede korumaya alinmistir. Kan 6rnekleri 2000rpm’de 10 dakika santrifiij
edilerek serum ve plazma elde edilmis ependorf tiiplerinde -80derecede saklanmak

lizere korumaya alinmistir.
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Sekil 3 : Turnike Sonrasi Rat Ekstremitesi

4.2.Doku Homojenizasyonu, ELISA ve HPLC prosediirii

Alman iskelet kas1 doku drnekleri ependorf tiiplerde homojenizasyon islemi

yapilana kadar -80°C’de saklanmistir. Homojenizasyon islemi Oncesi buz {izerine
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alman ependorf tiiplerine 1.5 mL sogutulmus yaygin olarak kullanilan bir tampon
sollisyonu olan fosfat tamponlu salin, Phosphate Buffered Saline, (PBS) tamponu
eklenmistir ve metal boncuk (bead) konularak TissueLyser II QIAGEN ® cihazinda
homojenize edilmistir. Bundan sonra 10000 g’de 15 dk 4°C’ de santriflij edilmistir.
Santrifiijden ¢ikan numunelerin siipernatant kismi ependorf tiiplere alinmistir. Dipte
kalan kistm boncuklar uzaklastirildiktan sonra atilmistir. Ependorf tlipteki
siipernatanlar -80°C’de MDA, Okside/Rediikte Glutatyon ve 8OHdAG olgiimleri i¢in
saklanmistir. Siipernatantin bir kismidan ayni giin Pierce BCA Protein dl¢lim kiti
(Thermo Scientific, USA) kullanilarak fotometrik metod ile protein diizeyleri
Olctilmiistiir. Bu sekilde daha sonra elde edilen doku MDA, Okside/Rediikte Glutatyon

ve 80OHAG sonuglar1 protein miktarina oranlanarak ifade edilmistir.

Doku, serum / plazma 6rneklerinin MDA diizeyi, Okside/Rediikte Glutatyon

diizeyleri (ImmuChrom HPLC kit, Germany) yiiksek performansli sivi kromatografisi

HPLC yontemi ile belirlenmistir.

Doku ve plazmada 8OHdG diizeylerinin kantitatif 6l¢limiinde BT Lab Rat 8-
Hydroxy-desoxyguanosine ELISA ® kiti kullanilmistir. Bu, iki basamakli yarismali
ELISA (Enzyme- Linked ImmunoSorbent Assay) yontemi olup, mikroplak
kuyularinda en son olusan renk siddetinin 450 nm’de absorbanslarin plak okuyucu ile
okutulmasi prensibine dayanmaktadir. Bilinen konsantrasyonlara karsit 6l¢iilmiis
absorbanslar ile olusturulmus standart egri ile 6rnekteki SOHdG miktar1 belirlenmistir.
80OHAG konsantrasyonu ng/mL olarak ifade edilmistir. (Kitin belirlemis oldugu 6l¢tim
araligi: 0.05 ng/mL — 20 ng/mL, alt saptama sinir1 0.027 ng/mL’dir.)

4.3.Istatistiksel Yontem

Istatistiksel analiz i¢in IBM SPSS versiyon 29 programi kullanilmistir. Veriler
ortalama(mean) * standart sapma olarak ifade edilmistir. Gruplarin normalitesi
Shapiro- Wilk testi ile kontrol belirlenmistir. Normal dagilima uygun olmayan bir grup
icin log10 transformasyon yontemi ile normalite saglanmistir. Normal dagilima sahip

gruplar arasindaki farklar tek yonliit ANOVA testi ile degerlendirilmistir. Varyanslarin
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homojenitesi Levene’s homojenite testi ile degerlendirilmis, varyanslart homojen olan
gruplar i¢cin Bonferroni, varyanslar1 heterojen olan gruplar i¢in Games-Howell post-

hoc testleri kullanilmistir. P<0.05 anlamlilik diizeyi esas alinmistir.

5.BULGULAR

5.1.Rediikte Glutatyon
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Grafik 1 : Kan rediikte glutatyon (GSH) diizeyleri
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Tablo 2: Kan Rediikte Glutatyon (GSH) Tanimlayic1 Degerler

Tanimlayici Veriler
Rediikte glutatyon(GSH) (umol/l)
Ortalama igin %95

Std. Gulven Araligi
N Ortalama Sapma Std. Hata  Alt Sinir Ust Sinir ~ Minimum Maximum
kontrol 7 2.2771 . 56870 .21495 1.7512 2.8031 1.46 2.89
rivaroksaban 7 5.2471  1.12439 42498 4.2073 6.2870 3.17 6.50
silostazol 7 3.1886  1.59654 .60344 1.7120 4.6651 1.31 6.31
sham 7 8.4529 4.63210 1.75077 4.1689 12.7368 4.16 17.25
Total 28 47914  3.39438 .64148 3.4752 6.1076 1.31 17.25
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Tablo 3 : Kan Rediikte Glutatyon (GSH) Istatistik

Coklu Karsilagtirmalar

Bagimli Degisken: Redikte glutatyon(GSH) (umol/l)

Bonferroni
Ortalama Fark (I- 95% Gulven Araligi

() grup (J) grup J) Std. Hata Sig. Alt Sinir Ust Sinir

kontrol rivaroksaban -.36561* .09134 .003 -.6282 -.1030
silostazol -.11356 .09134 1.000 -.3762 .1490
sham -.53538" .09134 <.001 -.7980 -.2728

rivaroksaban  kontrol .36561* .09134 .003 .1030 .6282
silostazol .25205 .09134 0.065 -.0105 .5146
sham -.16977 .09134 452 -.4324 .0928

silostazol kontrol 11356 .09134 1.000 -.1490 3762
rivaroksaban -.25205 .09134 .065 -.5146 .0105
sham -.42182* .09134 <.001 -.6844 -.1592

sham kontrol .53538" .09134 <.001 .2728 .7980
rivaroksaban 16977 .09134 452 -.0928 4324
silostazol .42182* .09134 <.001 .1592 .6844

*. Ortalama fark 0.05 diizeyinde anlamhdir.

Kan rediikte glutatyon diizeyleri ortanca degerler ve standart sapmalar tablo

2’ de verilmistir. Gruplar arasindaki farklar tablo 3 ve Grafik 1 de gdsterilmistir.

Coklu karsilastirmada kan rediikte glutatyon diizeyinin tiim gruplarda kontrol (I/R)

grubuna gore dnemli derecede yiiksek oldugu goriilmiistiir. Kontrol grubunun

rivaroksaban grubu (p<0.003) ve sham grubu (p<0.001) ile arasindaki farki

istatistiksel olarak anlamlidir. Kontrol grubu ile silostazol grubu arasinda anlaml

farklilik saptanmamustir. (p<1) Rivaroksaban ve silostazol tedavi gruplar1 arasinda

anlaml fark yoktur.
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Tablo 4: Doku Rediikte Glutatyon Tanimlayici Degerler

Tanimlayici Veriler

redikte glutatyon (GSH) (nmol/100mg protein)

sham

N  Ortalama Std. Std. Hata Ortalama i¢in %95 Minimum = Maximum
Sapma Glven Aralig
Alt Sinir  Ust Sinir
kontrol 7 370.2467 79.50040 30.04833 296.7211 443.7723 256.22 467.08
rivaroksaban 7 539.4731 117.42546  44.38265 430.8726  648.0735 355.33 719.04
silostazol 7 429.1260 117.86687 44.54949 320.1173  538.1346 291.57 641.51
sham 7 967.5869 338.62417 127.98791 654.4117 1280.7620 503.21 1401.65
Total 28 576.6081 299.50972  56.60202 460.4704  692.7459 256.22 1401.65
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Tablo 5: Doku Rediikte Glutatyon Istatistik

Coklu Karsilagtirmalar
Bagimli Degisken: rediikte glutatyon (GSH) (nmol/100mg protein)
Games-Howell

95% Guven Araligi

(1) grup (J) grup Ortalama Fark (I-J)  Std. Hata Sig. Alt Sinir Ust Sinir
kontrol rivaroksaban -169.22642" 53.59778 .041 -331.6748 -6.7780
silostazol -58.87930 53.73601 .700 -221.8057 104.0471
sham -597.34021°  131.46789 .012  -1038.5063 -156.1741
rivaroksaban  kontrol 169.22642" 53.59778 .041 6.7780 331.6748
silostazol 110.34712 62.88463 .340 -76.3515 297.0458
sham -428.11379 135.46485 .057 -869.7929 13.5653
silostazol kontrol 58.87930 53.73601 .700 -104.0471 221.8057
rivaroksaban -110.34712 62.88463 .340 -297.0458 76.3515
sham -538.46091"  135.51960 .020 -980.1639 -96.7579
sham kontrol 597.34021°  131.46789 .012 156.1741 1038.5063
rivaroksaban 428.11379 135.46485 .057 -13.5653 869.7929
silostazol 538.46091°  135.51960 .020 96.7579 980.1639

*. Ortalama fark 0.05 diizeyinde anlamhdir.

Doku rediikte glutatyon diizeyleri ortanca degerler ve standart sapmalar Tablo

4’te verilmistir. Gruplar arasindaki farklar Tablo 5 ve Grafik 2’de gdsterilmistir. Coklu
karsilagtirmada doku rediikte glutatyon diizeyinin tiim gruplarda kontrol (I/R) grubuna
gore onemli derecede yiiksek oldugu goriilmiistiir. Kontrol grubunun rivaroksaban
grubu (p<0.41) ve sham grubu (p<0.012) ile arasindaki farki istatistiksel olarak
anlamlidir. Kontrol grubu ile silostazol grubu arasinda anlamli farklilik
saptanmamustir. (p<0.700) Rivaroksaban ve silostazol tedavi gruplar1 arasinda anlaml

farki yoktur.
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5.2.0kside Glutatyon
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Grafik 3 : Kan Okside Glutatyon

Tablo 6: Kan Okside Glutatyon Tanimlayici Degerler

Tanimlayici Veriler
Okside glutatyon(GSSG) (umol/l)

N Ortalama Std. Std. Hata Ortalama igin %95 Minimum  Maximum

Sapma Glven Araligi

Alt Sinir Ust Sinir

kontrol 7 27.343 3.56547 1.3436 24.055 30.630 22.6 32.6
rivaroksaban 7 17.586 1.5148 .5726 16.185 18.987 15.6 19.3
silostazol 7 19.386 2.7058 1.0227 16.883 21.888 15.3 22.6
sham 7 17.514 1.5399 .5820 16.090 18.938 15.6 19.5
Total 28 20.457 4.7376 .8953 18.620 22.294 15.3 32.6
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Tablo 7:Kan Okside Glutatyon istatistik

Coklu Karsilagtirmalar

Bagimli Degisken: Okside glutatyon(GSSG) (umol/l)

Bonferroni
(I) grup (J) grup Ortalama Std. Hata Sig. 95% Guven Araligi
Fark (I-J) Alt Sinir Ust Sinir

kontrol rivaroksaban 9.7571 1.3262 <.001 5.944 13.570
silostazol 7.9571 1.3262 <.001 4.144 11.770
sham 9.8286 1.3262 <.001 6.016 13.642
rivaroksaban kontrol -9.7571 1.3262 <.001 -13.570 -5.944
silostazol -1.8000 1.3262 1.000 -5.613 2.013
sham .0714 1.3262 1.000 -3.742 3.884
silostazol kontrol -7.9571 1.3262 <.001 -11.770 -4.144
rivaroksaban 1.8000 1.3262 1.000 -2.013 5.613
sham 1.8714 1.3262 1.000 -1.942 5.684
sham kontrol -9.8286" 1.3262 <.001 -13.642 -6.016
rivaroksaban -.0714 1.3262 1.000 -3.884 3.742
silostazol -1.8714 1.3262 1.000 -5.684 1.942

*. Ortalama fark 0.05 diizeyinde anlamlidir.

Kan okside glutatyon diizeyleri ortanca degerler ve standart sapmalar Tablo

6’da verilmistir. Gruplar arasindaki farklar Tablo 7 ve Grafik 3’te gosterilmistir.

Coklu karsilagtirmada kan okside glutatyon diizeyinin tiim gruplarda kontrol (I/R)

grubuna gore dnemli derecede diisiik oldugu goriilmiistiir. Kontrol grubunun

rivaroksaban grubu (p<0.001), sham grubu (p<0.001), silostazol grubu (p<0.001) ile

arasindaki farki istatistiksel olarak anlamlidir. Rivaroksaban ve silostazol tedavi

gruplart arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktur.

26



2500.0
2000.0

1500.0

kontrol (I-R) rivaroksaban silostazol sham

okside glutatyon (GSSG) (nmol/100mg protein)

500.0

grup
Grafik 4 : Doku Okside Glutatyon

Tablo 8:Doku Okside Glutatyon Tanimlayict Degerler

Tanimlayici Veriler
Okside glutatyon (GSSG) (nmol/100mg protein)
N  Ortalama Std. Std. Hata Ortalama igin %95 Minimum  Maximum

Sapma Guven Arahgi
Alt Sinir ~ Ust Sinir
kontrol (I-R) 7 1823.555 518.5502 195.9936 1343.976 2303.134 1114.3 2358.9
rivaroksaban 7 695949 98.9007 37.3810 604.481 787.417 562.7 862.5
silostazol 7 949.819 127.2255 48.0867 832.155 1067.483 799.7 1167.2
sham 7 694508 67.1327 25.3738 632.421 756.596 625.7 788.6
Total 28 1040.958 537.9993 101.6723 832.343  1249.572 562.7 2358.9
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Tablo 9:Doku Okside Glutatyon Istatistik

Coklu Karsilagtirmalar
Bagimli Degisken: Okside glutatyon (GSSG) (nmol/100mg protein)
Games-Howell

Ortalama Fark 95% Gulven Araligi

(1) grup (J) grup (I-J) Std. Hata Sig. Alt Sinir Ust Sinir
kontrol (I-R) rivaroksaban 1127.6056 199.5265 .004 451.468 1803.743
silostazol 873.7359 201.8064 .015 198.243 1549.228
sham 1129.0462" 197.6292 .005 451.869 1806.224
rivaroksaban kontrol (I-R) -1127.6056" 199.5265 .004 -1803.743 -451.468
silostazol -253.8697" 60.9071 .007 -436.348 -71.391
sham 1.4406 45.1793 1.000 -135.458 138.339
silostazol kontrol (I-R) -873.7359" 201.8064 .015  -1549.228 -198.243
rivaroksaban 253.8697" 60.9071 .007 71.391 436.348
sham 255.3103" 54.3706 .005 85.957 424.664
sham kontrol (I-R) -1129.0462" 197.6292 .005  -1806.224 -451.869
rivaroksaban -1.4406 45.1793 1.000 -138.339 135.458
silostazol -255.3103" 54.3706 .005 -424.664 -85.957

*. Ortalama fark 0.05 diizeyinde anlamhdir.

Doku okside glutatyon diizeyleri ortanca degerler ve standart sapmalar Tablo
8’de verilmistir. Gruplar arasindaki farklar Tablo 9 ve Grafik 4’te gosterilmistir.
Coklu karsilagtirmada doku okside glutatyon diizeyinin tiim gruplarda kontrol (I/R)
grubuna gore 6nemli derecede diistik oldugu goriilmiistiir. Kontrol grubunun
rivaroksaban grubu (p<0.004), sham grubu (p<0.005), silostazol grubu (p<0.015) ile
arasindaki farki istatistiksel olarak anlamlidir. Rivaroksaban ve silostazol tedavi
gruplar1 arasinda anlamli fark saptanmis olup rivaroksaban grubundaki okside

glutatyon diizeyi daha disiiktiir. (p<0.07)
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Tablo 10: Kan Malondialdehit Tanimlayic1 Degerler

Tanimlayici Veriler

sham

mda (umol/l)

N  Ortalam Std. Std. Ortalama igin %95  Minimum Maximum
a Sapma Hata Glven Araligi
Alt Sinir Ust Sinir

kontrol 7 5571 .08139 .03076 4819 .6324 43 .65
rivaroksaban 7 .2886 .09494  .03589 .2008 .3764 15 .38
silostazol 7 4029 .20846 .07879 .2101 5957 13 .70
sham 7 2714 14519  .05488 1371 4057 A2 .50
Total 28 .3800 .17695 .03344 3114 4486 A2 .70
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Tablo 11:Kan Malondialdehit Istatistik

Coklu Karsilagtirmalar

Bagimli Degisken: mda (umol/l)

Bonferroni

(I) grup (J) grup Ortalama Std. Hata Sig. 95% Guven Araligi

Fark (I-J) Alt Sinir Ust Sinir

kontrol rivaroksaban .26857" .07568 .010 .0510 4861
silostazol .15429 .07568 .316 -.0633 .3719
sham .28571" .07568 .006 .0681 .5033

rivaroksaban  kontrol -.26857" .07568 .010 -.4861 -.0510
silostazol -.11429 .07568 .864 -.3319 .1033
sham .01714 .07568 1.000 -.2004 .2347

silostazol kontrol -.15429 .07568 316 -.3719 .0633
rivaroksaban 11429 .07568 .864 -.1033 .3319
sham 13143 .07568 572 -.0861 .3490

sham kontrol -.28571 .07568 .006 -.5033 -.0681
rivaroksaban -.01714 . .07568 1.000 -.2347 .2004
silostazol -.13143 .07568 572 -.3490 .0861

*. Ortalama fark 0.05 diizeyinde anlamhdir.

Kan malondialdehit diizeyleri ortanca degerler ve standart sapmalar Tablo

10°da verilmistir. Gruplar arasindaki farklar Tablo 11 ve Grafik 5’te gosterilmistir.

Coklu karsilastirmada kan MDA diizeyinin tiim gruplarda kontrol (I/R) grubuna gore

onemli derecede diisiik oldugu goriilmiistiir. Kontrol grubunun rivaroksaban grubu

(p<0.01) ve sham grubu (p<0.006) ile arasindaki farki istatistiksel olarak anlamlidir.

Kontrol grubu ile silostazol grubu arasinda anlamli fark saptanmamustir. (p<0.316)

Rivaroksaban ve silostazol tedavi gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

yoktur.
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Tablo 12:Doku Malondialdehit Tanimlayic1 Degerler

mda (nmol/100mg protein)

Tanimlayici Veriler

sham

N  Ortalama Std. Std. Hata Ortalama igin %95 Minimum  Maximum
Sapma Guven Araligi
Alt Sinir  Ust Sinir
kontrol (I-R) 7 .7906 .11528 .04357 .6840 .8973 .56 .92
rivaroksaban 7 .3931 .10203 .03856 .2987 4874 22 .49
silostazol 7 4989 .09225 .03487 4136 .5842 .36 .63
sham 7 .3746 11182 .04226 2712 4780 .16 .54
Total 28 5143 .19663 .03716 4381 .5906 .16 .92
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Tablo 13:Doku Malondialdehit Istatistik

Coklu Karsilagtirmalar

Bagimli Degisken: mda (nmol/100mg protein)

Bonferroni
Ortalama Fark 95% Guven Araligi

(1) grup (J) grup (I-J) Std. Hata Sig. Alt Sinir Ust Sinir

kontrol (I-R) rivaroksaban .39756" .05651 <.001 .2351 .5600
silostazol 29173 .05651 <.001 1292 4542
sham 41602 .05651 <.001 .2535 .5785

rivaroksaban  kontrol (I-R) -.39756" .05651 <.001 -.5600 -.2351
silostazol -.10584 .05651 440 -.2683 .0566
sham .01846 .05651 1.000 -.1440 .1809

silostazol kontrol (I-R) -.29173" .05651 <.001 -.4542 -.1292
rivaroksaban .10584 .05651 440 -.0566 .2683
sham 12430 .05651 .226 -.0382 .2868

sham kontrol (I-R) -.41602" .05651 <.001 -.5785 -.2535
rivaroksaban -.01846 .05651 1.000 -.1809 .1440
silostazol -.12430 .05651 .226 -.2868 .0382

*. Ortalama fark 0.05 diizeyinde anlamhdir.

Doku malondialdehit diizeyleri ortanca degerler ve standart sapmalar Tablo

12’de verilmistir. Gruplar arasindaki farklar Tablo 13 ve Grafik 6’da gosterilmistir.

Coklu karsilastirmada doku MDA diizeyinin tiim gruplarda kontrol (I/R) grubuna

gore onemli derecede diisiik oldugu goriilmiistiir. Kontrol grubunun rivaroksaban

grubu (p<0.001), sham grubu (p<0.001), silostazol grubu (p<0.01) ile arasindaki

fark istatistiksel olarak anlamlidir. Rivaroksaban ve silostazol tedavi gruplari

arasinda anlaml fark saptanmamustir.
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Grafik 7 : Kan 8-OHdg Diizeyleri
Tablo 14:Kan 8-OHdg Tanimlayici Degerler
Tanimlayici Veriler
8ohdg(ng/ml)
N  Ortalama Std. Std. Hata Ortalama i¢in %95 Minimu = Maximu
Sapma Guven Araligi m m
Alt Sinir  Ust Sinir
kontrol (I/R) 7 3.007649391 .100364129 .0379340752 2.91482805 3.10047072 2.817903 3.127805
3 2 9 4 4
rivaroksaban 7 2.559610074 .156433448 .0591262859 2.41493326 2.70428688 2.431124 2.843276
6 4 4 3 5
silostazol 7 2.685419733 .068146931 .0257571191 2.62239433 2.74844513 2.568694 2.750643
6 3 3 1 8
sham 7 2.638854205 .191986735 .0725641654 2.46129608 2.81641232 2.296194 2.885747
8 9 2 1 6
Total 28 2722883351 .216861768 .0409830221 2.63879313 2.80697356 2.296194 3.127805
7 5 6 1 4
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Tablo 15:Kan 8-OHdg istatistik

Bagimli Degisken:

Coklu Karsilagtirmalar
8-OHdg(ng/ml)

Bonferroni
Ortalama Fark 95% Guven Araligi

(1) grup (J) grup (I-J) Std. Hata Sig. Alt Sinir Ust Sinir

kontrol (I/R)  rivaroksaban 448039316" .0737017606 <.001 .236139799 .659938834
silostazol .322229658" .0737017606 .001 .110330141 .534129175
sham .368795185* .0737017606 <.001 .156895668 .580694702

rivaroksaban  kontrol (I/R) -.44803932" .0737017606 <.001 -.659938834 -.236139799
silostazol -.125809658 .0737017606 .604 -.337709176 .086089859
sham -.079244131 .0737017606 1.000 -.291143649 .132655386

silostazol kontrol (I/R) -.32222966° .0737017606 .001 -.534129175 -.110330141
rivaroksaban  .1258096584 .0737017606 .604 -.086089859 .337709176
sham .0465655271 .0737017606 1.000 -165333990 .258465044

sham kontrol (I/R) -.36879519* .0737017606 <.001 -.580694702 -.156895668
rivaroksaban  .0792441313 .0737017606 1.000 -.132655386 .291143649
silostazol -.046565527 .0737017606 1.000 .258465044 .165333990

*. Ortalama fark 0.05 diizeyinde anlamhdir.

Kan 8-OHdg diizeyleri ortanca degerler ve standart sapmalar Tablo 14’te

verilmistir. Gruplar arasindaki farklar Tablo 15 ve Grafik 7°de gosterilmistir. Coklu

karsilagtirmada kan 8-OHdg diizeyinin tiim gruplarda kontrol (I/R) grubuna gore

onemli derecede diisiik oldugu goriilmiistiir. Kontrol grubunun rivaroksaban grubu

(p<0.001), silostazol grubu (p<0.001) ve sham grubu (p<0.001) ile arasindaki farki

istatistiksel olarak anlamlidir. Rivaroksaban ve silostazol tedavi gruplari arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark yoktur.
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Grafik 8 : Doku 8-OHdg Diizeyleri
Tablo 16:Doku 8-OHdg Tanimlayici Degerler
Tanimlayici Veriler
8-OHdg (pg/mg protein)
N Ortalama  Std. Sapma Std. Hata Ortalama igin %95 Minimum  Maximu
Guven Arahgi m
Alt Sinir  Ust Sinir

kontrol (I-R) 7 325.668776  35.5245903 13.4270330 292.814010 358.523543 258.95703 364.58735
09 05

rivaroksaban 7 198.115169 29.9381301 11.3155495 170.427017 225.803322 161.89374 232.00399
86 87

silostazol 7 256.476659 34.2118137 12.9308501 224.836008 288.117309 215.01254 296.95088
02 42

sham 7 194.060932 39.0567378 14.7620593 157.939474 230.182390 144.90545 271.70558
21 84

Total 28 243.580384 63.5649421 12.0126449 218.932473 268.228295 144.90545 364.58735
21 05
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Tablo 17: Doku 8-OHdg Istatistilk

Bagimli Degisken:

Coklu Karsilagtirmalar

8-OHdg (pg/mg protein)

Bonferroni
Ortalama Fark (I- 95% Guven Araligi

(1) grup (J) grup J) Std. Sapma Sig. Alt Sinir Ust Sinir

kontrol (I-R) rivaroksaban 127.5536071143" 18.6205821340 <.001 74.017676201 181.089538027
silostazol 69.1921178429° 18.6205821340 .006 15.656186930 122.728048756
sham 131.6078447286" 18.6205821340 <.001 78.071913816  185.143775642

rivaroksaban  kontrol (I-R) -127.5536071143"  18.6205821340 <.001 -181.089538027 -74.017676201
silostazol -58.3614892714" 18.6205821340 .027  -111.897420184 -4.825558358
sham 4.0542376143 18.6205821340 1.000 -49.481693299 57.590168527

silostazol kontrol (I-R) -69.1921178429" 18.6205821340 .006 -122.728048756 -15.656186930
rivaroksaban 58.3614892714" 18.6205821340 .027 4.825558358 111.897420184
sham 62.4157268857" 18.6205821340 .016 8.879795973 115.951657799

sham kontrol (I-R) -131.6078447286" 18.6205821340 <.001 -185.143775642  -78.071913816
rivaroksaban -4.0542376143 18.6205821340 1.000 -57.590168527 49.481693299
silostazol -62.4157268857  18.6205821340 .016  -115.951657799 -8.879795973

*. Ortalama fark 0.05 diizeyinde anlamhidir.

Doku 8-OHdg diizeyleri ortanca degerler ve standart sapmalar Tablo 16’da

verilmistir. Gruplar arasindaki farklar Tablo 17 ve Grafik 8’de gosterilmistir. Coklu

karsilagtirmada doku 8-OHdg diizeyinin tiim gruplarda kontrol (I/R) grubuna gore

onemli derecede diisiik oldugu goriilmiistiir. Kontrol grubunun rivaroksaban grubu

(p<0.001), sham grubu (p<0.001), silostazol grubu (p<0.06) ile arasindaki farki

istatistiksel olarak anlamlidir. Rivaroksaban ve silostazol tedavi gruplari arasinda

anlamli fark saptanmis olup rivaroksaban grubundaki 8-OHdg diizeyi daha diistiktiir.

(p<0.027)
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6. TARTISMA

Dokuda iskemi periyodu boyunca ROS {iretimi olur. Reperfiizyon sirasinda
bu iirlinler endotelyal hasar, artmis mikrovaskiiler permeabilite ve doku 6demine yol
acarlar. Bunun yani sira adhezyon molekiilleri ve sitokinler multiorgan
disfonksiyonu veya 6liime kadar gidebilen sistemik bir inflamatuar yanit olusmasina
sebep olurlar(46). Bu olaylar zincirine I/R hasar1 denir.

I/R hasar kardiyak, vaskiiler ve transplantasyon cerrahilerinde 6nemli bir risk
faktorii ve morbidite sebebidir. Akut bacak iskemisi sonras1 gozlenen reperfiizyon
durumu, kompartman sendromu, fasyatomi, ampiitasyon ve hatta mortalite riskinde
onemli derecede artisa sebep olmaktadir. Bunun yani sira akut bacak iskemisini
takiben reperfiizyonda uzak organ hasari olustugu bilinmektedir. Vaskiiler cerrahide
abdominal aort cerrahisi, travma, ekstremitenin cerrahi revaskiilarizasyonu, periferik
arter hastalig1 palyasyonunda anatomik veya ekstraanatomik bypass operasyonlari
sirasinda vaskiiler klempaj sebebiyle ekstremite degisen siirelerde iskemiye maruz
kalmaktadir. Bu hasta gruplar1 i¢in morbidite ve mortaliteyi dnlemek amaciyla farkli
antiagregan ve antikoagulan kombinasyonlar1 giindeme gelmektedir.

Silostazol kronik periferik arter hastaliginin semptomatik tedavisinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Silostazoliin akut I/R hasarinin iskelet kasindaki lokal ve
sistemik olarak u¢ organ hasarin1 6nlemedeki yeri tartismalidir. Gerek elektif gerekse
acil revaskiilarizasyon uygulanan periferik arter hastaligina sahip hastalarin bir¢cogu
halihazirda silostazol tedavisi altindadir. Silostazoliin ek olarak antioksidan,
antiinflamatuar ve antidiyabetik etkileri ¢esitli deneysel modellerde farmakolojik
olarak gosterilmistir(47). Silostazol trombosit agregasyonunu engelleyerek ve
vazodilatasyon yaratarak oksidatif stresi azaltabilir. Deneysel ¢aligsmalarda
silostazoliin I/R hasariin end organ hasarini azalttig1 yoniinde bulgular elde
edilmistir(48). Bunun tersi olarak silostazoliin I/R hasar1 iizerine etkisinin olmadigini
belirten deneysel ¢alismalar da literatiirde bulunmaktadir(6). Silostazoliin iskelet kasi
tizerine lokal antioksidatif etkisi olup olmadigi lizerine ¢aligmalar literatiirde eksiktir.
Desai ve ark’larinin yaptig1 bir metaanalizde bugiine kadarki en biiyiik ve ¢esitli
hasta popiilasyonu taranmis ve silostazoliin aspirin ile birlikte kullaniminin,

endovaskiiler ve cerrahi revaskiilarizasyon prosediirleri uygulanan ilerlemis periferik
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arter hastalig1 ve kritik bacak iskemili hastalarinda amputasyonsuz sag kalim
oranlarinda ve greft/stent agik kalma oranlarinda artis sagladig1 gézlenmistir(12).
Ayrica iskemik doku kayb1 nedeniyle uygulanan revaskiilarizasyon sonrasinda
silostazol kullaniminin yara yeri iyilesmesinde olumlu etkisi oldugu

gosterilmistir(49).

Rivaroksaban arteriyel embolizmi 6nlemek i¢in kullanilan bir yeni nesil oral
antikoagulandir. Rivaroksabanin periferik arter hastaliginda yeri daha 6nce
belirttigimiz gibi tartigmalidir. Rivaroksabanin iskemik ekstremite tarafindan
indiiklenen I/R hasarini engellemesi ile ilgili ¢esitli raporlar bulunmaktadir(9). 6500
hastanin randomize edildigi VOYAGER PAD c¢alismasinda sadece aspirin kullanan
gruptaki yaklagik 5 hastadan 1’inde akut bacak iskemisi, vaskiiler nedenlere bagh
major amplitasyon, miyokard enfarktiisii, iskemik inme, veya 3 yilda kardiyovaskiiler
nedenlere bagh 6liim gézlenmistir. Buna karsilik aspirine glinde iki kez 2.5 mg
dozunda rivaroksaban eklenmesi bu riski yaklasik %15 oraninda azaltmistir(50).
Benzer sekilde COMPASS c¢alismasinda da rivaroksabanin tek basina ve
rivaroksaban art1 aspirinin beraber kullanimi ile tek basina aspirin kullanimi
karsilastirildiginda ekstremite iliskili major advers komplikasyonlarda belirgin
azalma izlenmistir. COMPASS-Lower Extremity PAD alt kolunda 4129 hasta
incelenmis, ekstremite iligkili major advers komplikasyon orani tek basina aspirin
kullanan grupta %3.4 iken rivaroksaban ile birlikte aspirin kullanan grupta bu oran

%1.8 olarak goriilmiistiir(51).

2016 AHA/ACC Periferik arter hastalig1 kilavuzunda aspirin ve klopidogrel
ile dual antiplatelet tedavinin periferik arter hastaliginda kardiyovaskiiler iskemik
olay riskini azaltmadaki yerinin belirsiz olduguna deginilmistir. Bunun yani sira
periferik arter hastaliginda kardiyovaskiiler iskemik olay riskini azaltmada
antikoagulasyonun yeri olmadig1 ve alt ekstremite otolog ven veya prostetik greftin
patensini saglamak i¢in antikoagulan kullaniminin klinik pratikte yerinin belirsiz
olduguna deginilmistir. Periferik arter hastaligi olan semptomatik veya
revaskiilarizasyon uygulanmis hastalarda giincel kilavuzlar aspirin veya klopidogrel

ile monoterapi 6nermektedir(52). Buna ragmen periferik arter hastaliginda
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revaskiilarizasyon sonrasi ikili antiplatelet ve antiplatelet antikoagulan
kombinasyonlar1 kullanimi klinik pratikte yaygindir. Giincel veriler 1s181inda Tiirk
Kalp ve Damar Cerrahisinin 2021 yilinda yayinladig1 Periferik Arter ve Ven
Hastalig1 Ulusal Tedavi Kilavuzunda yiiksek riskli ekstremite veya eslik eden yiiksek
riskli morbidite mevcut PAH hastalarinda diisiik doz rivaroksaban ve aspirin
kullanim1 ¢ok giiclii Oneri diizeyi ile onerilmektedir. Yine ayni kilavuzda
infrainguinal revaskiilarizasyon yapilan hastalarda sonuglari iyilestirmek tizere,
antiagregan tedaviye ek olarak silostazol uygulanmasi, komplikasyon riski diisiikse
diisiiniilebilir seklinde 6nerilmistir(53). Giiniimiizde periferik arter hastaliginda
optimal medikal tedavi i¢in net bir 6neri olmamakla beraber klinisyenlerin hastaya
0zel bir tedavi modalitesi olusturmalar1 6nem tasimaktadir. Bu sebeple ¢alismamizda
bu iki molekiilii ve klinik pratigi yansitacak kisa iskemi siiresini segtik.

Teorik olarak kontrol (I/R) grubunda oksidan {iriinlerin (GSSG, MDA, 8-
OHdg) artis1 ve antioksidan iiriinlerin (GSH) tiiketimi beklenmektedir. Calismamizda
kan rediikte glutayon (GSH) seviyesi kontrol (I/R) grubunda sham grubundan
anlamli olarak daha diisiiktiir(p<0.001). Kan okside glutatyon (GSSG) seviyesi
kontrol (I/R) grubunda sham grubundan anlamli olarak yiiksektir(p<0.001). Kan
MDA diizeyi kontrol grubunda sham grubundan anlamli olarak ytiksektir(p<0.006).
Kan 8-OHdg diizeyi kontrol grubunda sham grubundan anlamli olarak
yiiksektir(p<0.001). Iskelet kas1 doku rediikte glutatyon (GSH) seviyesi kontrol
gurubunda sham grubundan anlamli olarak daha diisiiktiir(p<0.012). iskelet kas1
doku okside glutatyon (GSSG) seviyesi kontrol grubunda sham grubundan anlaml
olarak daha yiiksektir(p<0.005). Iskelet kas1 doku MDA seviyesi kontrol grubunda
sham grubundan anlamli olarak daha yiiksektir(p<0.001). iskelet kas1 doku 8-OHdg
seviyesi kontrol grubunda sham grubundan anlamli olarak daha yiiksektir(p<0.001).
Bu bulgular deneyimizde basarili bir iskemi reperfiizyon modeli olusturdugumuzu
isaret etmektedir. Bilindigi kadariyla bir dna baz hasar1 belirteci olan 8-OHdg
biomarkerinin alt ekstremite iskemi-reperfiizyon modelinde oksidatif stres marker1
olarak kullanildig1 baska bir ¢alisma yoktur. Calismamizda kisa siireli iskemi sonrast
reperfiizyon sonucu dna baz hasari olustugu ve 8-OHdg markerinin bir belirteg

olarak kullanilabilecegini gordiik.
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Calismamizda ikili karsilagtirmalarda kan GSH seviyesi rivaroksaban
grubunda kontrol grubuna oranla anlamli olarak daha yiiksektir(p<0.003). Kan
GSSG seviyesi rivaroksaban grubunda kontrol grubuna oranla anlamli olarak daha
diistiktiir(p<0.001). Kan MDA seviyesi rivaroksaban grubunda kontrol grubuna
oranla anlamli olarak daha diisiiktiir(p<0.010). Kan 8-OHdg seviyesi rivaroksaban
grubunda kontrol grubuna oranla anlamli olarak daha diistiktiir(p<0.001).
Rivaroksabanin antioksidan ve antiapopitotik etkisi ¢alismamiza gore belirgindir.
Rivaroksaban grubunda kontrol grubuna kiyasla hem serum hem de dokuda tiim
oksidan iiriinlerde ve antioksidan {iriin tiikketiminde azalma gozlenmistir. Demirtas ve
ark’larinin yaptig1 ¢esitli antitrombotik ilaglarin I/R iizerine koruyucu etkisini
arastiran bir ¢alismada da rivaroksabanin I/R modelinde lipid peroksidasyon tirtinii
olan MDA diizeylerini anlaml1 olarak diislirdiigii goriilmiistiir ve bu bulgu bizim
calismamizla ile benzerlik gostermektedir(54).

Iskelet kas1 biyokimyasal incelemelerinde doku GSH seviyesi rivaroksaban
grubunda kontrol grubuna oranla anlamli olarak daha ytiksektir(p<0.041). Doku
GSSG seviyesi rivaroksaban grubunda kontrol grubuna oranla anlamli olarak daha
diisiiktiir(p<0.04). Doku MDA seviyesi rivaroksaban grubunda kontrol grubuna
oranla anlamli olarak daha diistiktiir(p<0.001). Doku 8-OHdg seviyesi rivaroksaban
grubunda kontrol grubuna oranla anlamli olarak daha diisiiktiir(p<0.001). Ozbudak
ve ark’larinin yaptig1 bir ¢calismada klopidogrel ve rivaroksaban 6n tedavisinin
iskemi reperflizyon hasar1 sonrasi ¢esitli dokular iizerine olan etkileri incelenmis ve
iskelet kasinda rivaroksaban grubunda klopidogrel grubuna gore anlamli derecede
diisik MDA diizeyleri saptanmistir(9). Ayni calismada diger ilaglara kiyasla sadece
rivaroksabanin bobrek MDA diizeylerini anlamli olarak diisiirdiigii goriilmiistiir. Bu
calismada bizim ¢aligmamiza benzer bulgular elde edilmistir. Bu bulgular 1s181inda
rivaroksabanin hem sistemik hem de iskelet kasi dokusunda oksidatif strese karsi
koruyucu etkisinin belirgin oldugu sonucuna ulastik.

Kan GSH seviyesi silostazol grubunda ortalama olarak daha ytiksek olsa da
kontrol grubu ile arasinda anlamli farklilik géstermemistir(p<l). Kan GSSG seviyesi
silostazol grubunda kontrol grubuna oranla anlamli olarak daha diisiiktlir(p<0.001).
Kan MDA seviyesi silostazol grubunda ortalama olarak daha diisiik olsa da kontrol

grubu ile arasinda anlamli farklilik gostermemistir(p<0.316). Kan 8-OHdg seviyesi
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silostazol grubunda kontrol grubuna oranla anlamli olarak daha diisiiktiir(p<0.001).
Silostazol serum oksidan markerlarinda parsiyel bir diislise sebep olmustur. Dna baz
hasarini 6nemli derecede onlemistir.

Iskelet kas1 biyokimyasal incelemelerinde doku GSH seviyesi silostazol ve
kontrol gruplari arasinda anlamli farklilik géstermemistir(p<0.7). Doku GSSG
seviyesi silostazol grubunda kontrol grubuna oranla anlamli olarak daha
diisiiktiir(p<0.015). Doku MDA seviyesi silostazol grubunda kontrol grubuna oranla
anlamli olarak daha diistiktiir (p0.001). Doku 8-OHdg seviyesi silostazol grubunda
kontrol grubuna oranla anlamli olarak daha diisiiktiir (p0.006). Inan B ve ark’larmin
72 wistar rat tizerine yaptiklari bir deneyde femoral arter 2 saat siire ile klemplenmis
ve sonrasinda reperflizyon olusturulmustur. Silostazol tedavisi altinda olan grupta
serum ve doku oksidan markerlar1 anlamli olarak diisiik bulunmustur(55). Bu
calismadaki bulgular ¢calismamizla benzerlik gostermektedir. Silostazoliin
antioksidan etkisini proinflamutar sitokin (TNF-a), Interleukin 1 beta (IL-1p),
Nuclear factor kappa B (NF-kB) regiilasyonu ve fosfodiesteraz I1I inhibisyonu
sonucu cAMP ve cGMP artis1 yoluyla gosterdigi diigiiniilmektedir(56).

Silostazol ve rivaroksaban gruplarimin ikili karsilagtirmalarinda kan GSH
seviyesi(p<0.065), kan GSSG seviyesi(p<1), kan MDA seviyesi(p<0.864), kan 8-
OHdg(p<0.604) seviyesi arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanmamustir. Ancak ortalama degerlere bakildiginda rivaroksaban grubunda
antioksidan tiriin (GSH) tiiketimi daha az, oksidan {irtin (MDA, GSSG) liretimi daha
diisiik goriilmiistiir. Bu sebeple rivaroksabanin antioksidan etkileri silostazole gore
daha iistiin goriilmektedir. Iskelet kas1 doku GSSG seviyesi ve doku 8-OHdg seviyesi
rivaroksaban grubunda silostazol grubuna kiyasla daha diisiiktiir (sirastyla p<0.007
ve p<0.027). Bu bulgu iskemik kalan dokuda rivaroksabanin I/R hasarina karsin daha
{istiin bir koruyucu etkiye sahip oldugunu gdstermektedir. Ozbudak ve ark’larinin
yaptig1 bir calismada sican alt ekstremite I/R sonrasinda klopidogrel ve
rivaroksabanin etkileri karsilastirilmistir. Bu ¢alismada farkli reperfiizyon siirelerinde
ornekler alinmis ve iskelet kasi, bobrek, kalp, karaciger dokular1 ve plazmada belirli
oksidatif stres iliskili paramatreler incelenmistir. Hem klopidogrel hem
rivaroksabanin iskelet kasi, kalp, karaciger dokular1 ve plazma MDA diizeylerini

diisiirdiigii goriilmiistiir. Bobrek dokusu MDA diizeyinin sadece rivaroksaban
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grubunda diisiik oldugu gozlemlenmistir. Ayrica rivaroksaban grubunun iskelet kasi
MDA diizeyi klopidogrel grubuna gore daha diisiiktiir. Bizim ¢alismamizda da buna
benzer olarak rivaroksabanin iskelet kas1 korumada daha etkili oldugu goriilmiistiir.
Bu veriler 1s181nda ¢alismamiza gore hem silostazoliin hem rivaroksabanin
I/R’a kars1 koruyucu etkilerinin oldugunu gézlemledik. Bununla beraber
rivaroksabanin hem kan hem iskelet kas1 biyokimyasal ¢alismalarinda silostazole

gore daha iistiin bir koruyucu etkiye sahip oldugu gosterilmistir.

7.SONUC

Periferik arter hastaliginda 6zellikle revaskiilarizasyon sonrasinda tercih
edilen ilaglar pratikte degiskenlik gostermektedir. Calismamizda kalp ve damar
cerrahisi pratiginde periferik arter hastaligi tedavisinde yeri olan silostazol ve
periferik arter hastalig1 tedavisinde giindemde olan rivaroksabanin I/R hasarina karsi
hem sistemik hem iskelet kas1 diizeyinde korumada etkilerinin olup olmadigini ve
birbirlerine olan iistiinliiklerini arastirdik. Calismamizda 1 saatlik kisa bir iskemi
siiresinin bile iskelet kasinda ve serumda oksidatif hasar belirteglerinde anlamli bir
arti yarattigini ve dna baz hasarini gelistirdigini belirledik. Calismamizin sonucuna
gore her iki molekiiliin de I/R’un oksidan etkilerine kars1 hem serumda hem de
iskelet kasinda belli diizeyde savunma yarattigin1 gézlemledik. Biyokimyasal
verilerin istatiksel kargilastirmalarina gore silostazol daha parsiyel bir antioksidatif
etki gosterdi. Dna baz hasari belirteci olan 8-OHdg marker1 rivaroksaban grubunda
silostazol grubuna gore anlamli olarak daha diisiik saptanmistir. Rivaroksabanin
ozellikle iskemik kalmis iskelet kasinda silostazole gore daha {istiin bir koruma
sagladig goriildii.

Klinik pratikte periferik arter hastaliginda ekstremite iliskili komplikasyon
oranini azaltmak i¢in kullanilacak koruyucu tedavi modalitelerine ihtiyag
duyulmaktadir. Calismamizin tedavi se¢imi konusunda yapilacak klinik ¢caligmalara

yol gosterici olabilecegini diisiinmekteyiz.
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